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 211μM !dNTP (dATP, dCTP, dGTP  dTTP4 
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. 
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 
OPA 04 5’-AATCGGGCTG-3’ 
OPB 04 5’-GGACTGGAGT-3’ 
OPB 11 5’-GTAGACCCGT-3’ 
OPB 15 5’-GGAGGGTGTT-3’ 
OPB 17 5’-AGGGAACGAG-3’ 
OPB 18 5’-CCACAGCAGT-3’ 
OPC 19 5’-GTTGCCAGCC-3’ 
OPF 05 5’-CCGAATTCCC-3’ 
OPF 14 5’-TGCTGCAGGT-3’ 
OPH 01 5’-GGTCGGAGAA-3’ 
OPH 14 5’-ACCAGGTTGG-3’ 
OPO 02 5’-ACGTAGCGTC-3’ 
OPO 03 5’-CTGTTGCTAC-3’ 
OPO 07 5’-CAGCACTGAC-3’ 
OPO 15 5’-TGGCGTCCTT-3’ 
OPT 14 5’-AATGCCGCAG-3’ 
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
+)	&
++ 

$  
9
25 
3.4.1.3. ,RAPD-PCR $
7 PCR 
$	 	
 *
  
& &  
5
,
$
 &

  ))
&#

 ) )&	 
$
)
)	  )!# 3535.5.5 I 
!
 
 ))
&#

 

$
 &

 
 <I5 "&)%$	
  

  PCR-& 
peqSTAR 96 Universal Gradient (Peqlab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
<
&4)
&


&)!&: 
 $	
$	:M&NM; 
 3M$: 
o 
$	:.&N3 
o +$	:.&0K 
o 
!$	:2&/2; 
 %

	:.1&/25 
7PCR 
$	

	
*
)



)$&
5 
3.4.1.4. %  $ # RAPD-
 PCR $
,	
 ) PCR 
$	 
 	
 +&


%
& -$: Compact L Whatman, Biometra GmbH, 
Goettingen, <
&)	:Standard Power Pack P25, Biometra®
Goettingen, <
&4.!&!
&.+TBE )%
 -LNmm 
Tris, LN mM  
 2 mM EDTA) ) MM V cm-1 & .M 5
<I	
 	
 
	&&&-1Mμg ml-1)  !

 
 ? & -ST4 3026-WL/26M, Vilber Lourmat, Torcy, 
B$45 I &
	  #
 
 

  %!%	

!
&

 &)&5 <I&
 -.11bp DNA Ladder 
Plus, Fermentas, Vilnius, 	4 je 
  *
 


%!&
 
)
))
*&
*))$	5 
		

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3.4.2. TRAP-PCR 
6	
TRAP &

)
$%)	&



<I	
&

&)

+ ! -!
 .1-+ $+& %&'* 


!4 )	&
5 
3.4.2.1. $#
6 $	 )
$%+ TRAP )	&
 

 


$
 $
 	

 Illumina Pired-End 

$
&
)&  &C& (shotgun) 
$	& )&
)!&& Sequinomia -  & 
	#
 )$45 I
) &
	  

$
 	
 
 ,<I   

)
#

+)
&))$	

="5  )
$%   )	&
  	   

	
 ).Lnt5BLAST )
!&



$ 	
)


    )
$% )	&
  )
$% 
)
 !
 !
 .1-+
 $+& %&'* 

 

!
5
!
&+ 

$$
	
 
&!
)

)	&

)	
&
!&


)	
&
!5 
3.4.2.1.1. <=>-"?E.C.  1.14.14.1)
 
	  

$ (GenBank, 
PRR^:eee5WSfU5WVT5WUP5cCdcDWfFWa) )	


$
!
.1-
+ (G10h): GU168041 - Swertia mussotii), AJ251269 -
Catharanthus roseus4  HM187585 - Picrorhyza kurroa45 <  +


$  )& Local BLAST 

 
 

$
  


+cDN 

$)& $
5<*
 	


	+&!+ 

$)	&
Ce-G10h 	
  		
+ (smsa|29833655|f|38|c|0|dc|0). 
 
	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3.4.2.1.2. 0"P450?E.C. 1.6.2.4)
 GenBank 
  
 	 

$  	 
& 
+  )   $ -AYMNKN/K45 J 

$ 	
 

  

$& AB086169 - Ophiorrhiza pumila)5 7	&
 Ce-
+;< 	
   

$
 $
 smsa|27943122|f|30|c|0|dc|0 
+&!
AYMNKN/K5  
3.4.2.1.3. &?E.C. 1.3.3.9)
 GenBank 
  & 	
 

$ L10081 ( Catharanthus 
roseus) 	 	
 
  )
! 
 
 

$ $
5

% je 

$  .L.0 bp: smsa|53632813|f|86|c|0|dc|0
)
&			
 )	&
Ce-SS.  
3.4.2.1.4. +#
" )	&
     
 
!

&&)   GC 	 
 31-K15 9*
 )	&
 
   
 -)
& Li  Quiros, 211.): .4 0  3 



  0 	 24 	
! 
  3  K 
  AT 
GC !&
!&04

$))
	M	
)	&
5 
 
 : < >%  
% $ =% 
TRAP-PCR $+%. 
 <)	&
 

$)	&
 ,
%

$ 

)

$

%
5 Ce-G10h 5’-GACATGCGTGGCAGAGAC-3’  
Ce-+;< 5’-GAGGGGCCACAGAAGGAA-3’  
Ce-SS 5’-GCCAAGAAACCACCGGAG-3’  
"



5 Arb1 5’-GACTGCGTACGAATTAAT-3’ Li  Quiros, 211. 
Arb2 5’-GACTGCGTACGAATTTGA-3’ Li  Quiros, 211. 
Arb4 5’-GGAACCAAACACATGAAGA-3’ Hu  Vick, 2110 
 
		

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3.4.2.2. -#&#"
()
&
  	
 )&
 *
 TRAP 
)%33 ))$	e C. erythraea#		
))$	

C. littorale. 6))$	 

<I

 
 	

   
 )
 
)$ ) 
) 

 )	
 ))$
 	  
TRAP 
*

)LL	
5 I&
)	&

-)
$% &&)	&
&9
34 	

) 

 &$	 	  )
#
  PCR &)%$	
<I%!&
5 
3.4.2.3. ,TRAP-PCR $
 
$ PCR &
  	
 %
 )
&
 .1 μl 
	
: 
 K1 ng <I 
 .+(NH4)2SO4 
$)%
-Fermentas Vilnius, 	4 
 2MmM MgCl2 
 211μM !dNTP (dATP, dCTP, dGTP  dTTP4 
 .M	
$-U) Taq )&

-Fermentas Vilnius, 	) 
 .pmol )
$%!)	&
-Invitrogen, Carlsbad, CA, ") 
 10 pmol !)	&
-Invitrogen, Carlsbad, CA, ") 
7PCR 
$		
*


&&5I

!
 
 ))
&#

  
$
 &

 
 <I5
"&)%$	
 

 PCR-& peqSTAR 96 Universal Gradient 
(Peqlab, Biotechnologie GmbH, Erlangen, <
&4 )
& 


&
)!&: 
 $	
$	:M&N3; 
 M$: 
o 
$	:.&N3 
o +$	:.&0M 
		

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o 
!$	:.&/2; 
 0M$: 
o 
$	:.&N3 
o +$	:.&M1 
o 
!$	:.&/2; 
 %

	:/&/25 
7+)
$	&	

&)
+$	
)	&

<I&$&
!0M

*	

 )	&
&

&$  	& 
 
& ))	   
 )

	 &)%+ )  	
  

+ 0M $

&)
+$	
)
M1	



%

&)%$	)	
+)+)
$5 
3.4.2.4. %$#TRAP-
 PCR $
,	
  &)
  TRAP-PCR ) #
 	

)& 

%
&  Agilent DNA 7500 Kit )& )&
Agilent 2100 Bioanalyzer 
& (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
"4 )
& )& )*5   + 	
 
 %

Agilent 2100 Expert, B.02.08 (SR1) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
"45J&%
&	
*

 
%$	 ))
&


%
!&  + )
*
 &
* 	
 + 
+ ))$	5 I &
	  #
 
 

  



!
5 
3.4.3.  +'#"RAPD 
  TRAP 
" %!%	 	
+ ? &$	& RAPD 
%!&
  !& !
&    
+  TRAP 
) *
 	
 %
& TotalLab TL120 1D v2009 (Nonlinear 
Dynamics Ltd., Newcastle, ?
 	45

$	!
&

 	
 && )

& %
  	
 
	 

		

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&
5 6! 
&!  
  )
   


<I %!&
 -Harris, .NNM4 ) ) 	
 


 

  

5 )
*
  )
   &
&
& 
& --&!	
 
4 
 	
 & 
& %
&  	
 
	 
  

$	&
)
*

& )
+ 5 9
 
  &
   )
& 
! !
!     +&!
5 7  
&)%!) 


&	

.15J
%&$	
)


&
  )	&
 )	
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